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論 文 内 容 要 旨
肝臓で コ レステ ロールか ら生合成 され る胆汁酸 は,そ の名が示す ように,胆 汁 中に分泌 される酸性 ステ
ロイ ドで あ り,食 餌 か ら摂取 した脂質の消化 ・吸収 を助長す る働 きを もつ生命維持 に必須 な物質 で あ る。
ヒ トにおいては先ず コール酸(CA),ケ ノデオキ シコール酸(CDCA)が 肝 で生合成 され,こ れ らを一次
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胆 汁酸 と称ぶ。一次胆汁酸の一部 は腸肝循環 の際に腸内細菌 による化学修飾 を受 け,二 次胆汁酸で あるデ
オキ シコール酸(DCA),リ トコール酸(LCA)及 びウルソデ オキ 鉱 コール酸(UDCA)へ と変 換 され
る。 この5種 胆 汁酸 は ヒ ト体 液中に常成分 として存在す ることか ら,常 胆汁酸 と呼ばれて いる。それ らの
化学構造 はA/B環 がcε8融合 した炭素数24からなる5β 一 コラン酸 を基本骨格 し,C-3,7或 い は12
位 に1～3個 の ヒ ドロキ シル基 を有す る(Fig.1)。また,生 体内 において胆汁酸 は,カ ルボキ シル基 が
グ リシン,タ ウ リンと結合 したア ミド型抱合体 と して存在す るばか りか,5β 一ステロイ ド核上 の水酸基
が硫酸 あ るいは単糖(グ ル クロン酸,グ ル コース,N一 アセチルグルコサ ミン)と も結 合 したサ ル フ ェー
ト,グ リコシ ド抱合体 やそれ ら二重抱合体 として も存 在 し,極 めて多彩な形態を もつ一大化合物群 を形成
している。
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一方で,常 胆汁酸 のCDCAとUDCAに コレステロール系胆 石溶解 作用 のあ る ことが発 見 されたの に
引 き続 き,UDCAに は原発性胆汁性肝硬変症,C型 慢性肝炎 を中心 とする肝 内胆 汁 う っ滞 症 に対 す る有
効 性 も確認 され るに至 り,胆 汁酸 が医薬 として も大 き く注 目されている。
上述 したよ うに胆汁酸 は閉鎖 的な腸肝循環 を して いるため,通 常血中,尿 中 には極微量 しか存在 しない。
しか しなが ら,肝 疾患時 には常胆汁酸 の血中 レベルが著 しく増加するばか りか,そ の組成や抱合種が量的 ・
質 的 に大 き く変動 す る。 更 に近年 の胆汁酸測定法の飛躍 的進歩 によ り,健 常人 には見 いだす ことの出来 な
い特 異な化 学構造 を もっ胆汁酸代謝異常成分(異 常胆 汁酸)が 多数 出現す ることが明 らかに された。従 っ
て,生 体内胆汁酸 の体内動態を把握す ることは疾病の診 断 病態解析 をす る上 で極 めて重要視 されている。
胆 汁酸 測定 法 と して は免疫法,酵 素法が考案 され,臨 床 の場 で用 い られてい るものの,個 々の異常胆汁
酸 を対象 と した プロフィル分析 には クロマ トグラフィーが最 も有力 な武器 とな る。 この うち,ガ スクロマ
トグラフィー(GC)は 分離能,感 度 に優れ,非 抱 合体 の分析 に,高 速液体 クロマ トグラフィー(HPLC)
は高極性,難 揮発性,熱 安定性 に乏 しい抱合体 の分析 に,そ れ ぞれ広汎 に用 い られている。更 に これ らと
質量分析法(MS)を 組 み合わせた手法 は,分 離 定量,構 造決定 にその能力 を遺憾 な く発揮す る。一方,
複雑 な構造 を もつ胆 汁酸抱合体 の微細構造の決定 と脱抱合 には,そ れぞれ2D-NMR法 と酵 素 法が好 適
な手段 と考 え られ る。 しか しなが ら,異 常胆汁酸 のキ ャラク タリゼーシ ョンに関す る研究 は標品 の入手困
難 な ことが研究 を進 め る上 での大 きな隆路 とな っている。そ こで本研究 では潜在的 にその存在 が予想 され
る異常胆汁酸標 品の合成 と,そ れ らを用いてのGC,HPLC,2D-NMR,酵 素 反応 によ るキ ャラク タ リ
ゼー シ ョンを行 った。本研究 の背景 と目的を第1章 で詳述 した。
第2章 はA/B環 が`rαπ8融合 した一連 のア ロ系胆 汁酸 の合成 にっ いて論 じた。 出発 原料 と してCA
とCDCAを 用 い,3,7一,7,12一 ジ ヒドロキ シー5α 一コラン酸並 びに3,7,12一 ト リヒ ドロキ
シー5β 一 コラン酸 の立体異性体計16種を合成 した。
第3章 で は一連 の6一 及 び4β 一 ヒ ドロキ シ胆汁酸 の合成 にっ いて論 じた。す なわち,3,6一 ジヒ ド
ロキ シー5β 一 コラン酸 と3,6,7一 トリヒ ドロキシー5β 一コラン酸 の立体異性体12種と4β 一水酸
化LCA,CDCA,DCA及 びCA及 びそれ らの3β 一エ ピマー体8種 を合成 した。 その結果,胎 児,新 生
児胆汁 中に5～15%と い う有意 な量で存在 す る新規異常胆汁酸 が3α,4β,7α 一 トリヒ ドロキシー5
β一 コラン酸 である ことを初めて証明 した。
以上第2～3章 で合成 した異常胆 汁酸 の化学構造 をFig.2に,主要 キー反応 をFig.3,4に まとめて
示 した。
第4章 は抱合型胆汁酸 の合成 につ いて論 じた。 グ リシ ン,タ ウ リン抱合型胆汁酸 にっ いて は既 に幾っ か
の手法が報告 されて いる。 カ ップ リング試薬 として シアノ リン酸 ジエチル,触 媒 と して トリエチルア ミン
を用 いた本法 は,室 渥下,短 時間で ほぼ定量 的に反応が進行 し,固 相抽 出剤 を用 いる後処理 によ り,目 的
とす るア ミド型胆汁酸 を容易かつ高収率で得 ることがで きた。一方,グ リコシ ド抱合型標品 としてガ6一
水 酸化胆汁酸(ヒ オデオキシコール酸,ヒ オ コール酸)を 対象 と し,そ れ らのグルクロニ ド(GlcA),グ
ル コ シ ド(Glc)及びN一 アセチルグル コサ ミニ ド(GlcNAc)抱合体を合成 した。
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Fig.2.UncommonBileAcidsPrepared.
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次 いで,異 常胆汁酸合成標品 を用 い,そ れ らのキ ャラクタ リゼー シ ョンにつ いて研 究を展開 した。先ず,
第5章 において はGC並 びに逆相HPLCに よ る異常胆汁酸 の化学構造 と保持挙 動 との 関係 を系統 的 かっ
詳細 に精査 した。GC分 析 においては2種 の揮発性誘導体(Me-TMSとMe-DEMSエ ーテル誘 導体)
を2種 の極性 の異 な るカ ラム上で測定 し,メ チ レンユニ ッ ト(MU)値 を求 あた。 その結果,各 誘 導体 間
及 び各異性体 間でのMU値 差が,胆 汁酸の化学構造 と密接 に相 関 してい るこ とを見 い 出 し,新 た な保 持
指標 と して △MU1).T値と△MU、一β値を提案 した。 また,逆 相HPLC分 析 では,構 造が酷似す る異常胆
汁酸立体異性体 の至適分離分析条件を確立 す ると共 に,移 動相 にメチル β一シクロデ キス トリンを添加 す
る包接HPLC挙 動 を検討 した。本研究で提案 した保持指標(r△k値)は 基質分子 中の ヒ ドロキ シル基 の
数,位 置,立 体配置 に関す る有用 な情報 を提供す ることを証 明 した。未知胆汁酸 の構造決定 にこれ らの保
持指標 は大 いに役立 つ もの と期待 され る。
次 いで,第6章 では5β 一ステロイ ド核上C-3,6或 い は7位 に単糖 が結合 した一連 のGlcA,Glc
及 びGINAc抱合型胆汁酸 の2D-NMR解 析 と酵素水解 にっ いて論 じた。 これ ら配 糖体 はその構 造 が複
雑 かつ相互 に酷似 してお り,通 常 の高分解能1D-NMRを もって して もその同定 は厄介 な問題 とな って
いる。 そ こで,著 者 は6一 水酸化胆汁酸 グ リコシ ドにっいて,各 種 の同核種及 び異核 種相 関2D-NMR
を測定 し,1H,ユ3Cシグナルの完全帰属 を行 った。 その結果,2D-NMRが これ ら化合 物 の微細 構造
の決定 に極 めて有用で あることを知 った。一方,胆 汁酸 グ リコシ ド抱合体 は高極性,難 揮発性 であ るばか
りか,熱 安定性 に乏 しいため,通 常化学 的あるいは酵素 的前処理 によって脱抱合 し,非抱合体に導 いた後,
GC,GC-MS分 析 に付 される。 しか しなが ら,グ リコシ ド抱合型胆汁酸 の至適水解条件 にっ いて は今 ま
で ほ とんど検討が なされて いなか った。 そ こで,種 々の β一 グ リコシダーゼ(β 一グルクロニダーゼ,β 一
グル コシ ダーゼ,β 一N一 アセ チル グル コサ ミニダーゼ)を 用 い,pH,温 度変 化 に よる水 解速 度 と水解
率を詳 細 に検 討 した。 その結果,胆 汁酸 グ リコシ ド類 の水解 に はGlcAで πθ♂`κpomα勘(pH4.5;37
℃),GlcでEcoZ`(pH5.0;37℃),GlcNAcでjα漉 わθ πs(pH4.0;250C)由来 によ る酵素 が最 も適
して いることが明 らか とな った。
第7章 で は本論文 の総括 を述 べた。
以上,本 研 究で得 られた知見 は異常胆汁酸を指標 とする病態解析 に役立 っばか りか,広 くステ ロイ ド化
学,臨 床分析 化学 の発展 に寄与す るもの と思われ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
脂質 の吸収 に重要 な役割 を果 た して いる胆 汁酸 は,肝 臓 にお いて コ レステ ロール よ り生 合成 され た後,
グ リシン,タ ウ リンとのア ミノ酸抱合体 と して胆管 を経て腸へ排泄 され,次 いで腸壁 よ り再吸収 され肝臓
へ と戻 る。 この間,腸 内細菌 によ りその一部 が脱抱合 や7位 水 酸基 の脱離 を受 け,い わゆる二次胆汁酸へ
と変換 され る。一方,肝 胆動疾患時 にはステ ロイ ド核上水酸基 に グル クロン酸 などの糖や,硫 酸が結合 し
た抱合体 として も出現す る。
近年,新 生児 において一次,二 次胆 汁酸 とい った常成分以外 に,ス テ ロイ ド核上 に水酸基や カルボニル
基が導入 された異常胆汁酸が出現 し,こ れが各種疾患 の病態を把握 する上で重要 なことが指摘 されている。
しか し,標 品 の得難 い ことか らこれ まで十分 な検討が加え られていない。本論文 は,こ の よ うな観点 に立
ち,異 常胆汁酸標品の合成を行 うと共 に,定 性 に重要 とな るクロマ トグ ラフ的挙動 に精 査を加 え新たな知
見 を得た ものであ る。
先 ずA/B環 が トラ ンスの構造 を持っ一連 のアロ系胆 汁酸 の合成を行 った。すなわち,常成分であるコー
ル酸,ケ ノデオキ シコール酸を出発原料 に して,核 間への二重結合 の導入 と,そ の還元 による5α 体 への
変換,及 び水酸基 の トシル化,メ シル化 と反転反応,あ るいはカルボニル基 の立体特異 的還元 に よって16
種 の5α 系胆汁酸を製 した。 同様 の手法 を用 い,ス テロイ ド核上3,4,6,7,12位 に水酸基 を持 っ5
β系 の異常 胆汁酸20種を合成 す ると共 に,胎 児,及 び新生児 に見 られ た新規異常胆汁酸 が4β 水酸化体 で
あ ることを初 あて証 明 した。
最近,疾 病時 に グル コースやN一アセチル グル コサ ミンとの抱 合体 の出現す る ことが報 告 され て い る。
そ こで,各 種胆汁酸 の3一 グルクロニ ド,グ ル コシ ド,N一アセチル グル コサ ミニ ド抱合 体 につ いて も合
成 した。
引 き続 き クロマ トグ ラフ的挙動 に精査を加えた。す なわち,胆 汁酸 をメチルエステルー トリメチルシ リ
ルエーテル及 びヂメチルエチルシ リル エーテルに誘導 し,ガ スクロマ トグラフィーにおける保持値 と構造
との関係 を吟味 した。 その結果,各 誘導体 間及 び各異性体間で メチ レンユニ ッ ト(MU)値 が化学 構造 と
良 く相関 し,定 性 に有用 な,新 たな指標 を提案 した。 さ らに,カ ルボキ シル基 に発色団,発 蛍光団を導入
後,高 速液体 クロマ トグ ラフ ィーにお ける溶出挙動 に も検討 を加 え,同 様 に新 たな保持指標の有用な こと
を証 明 した。
最後 に,新 規抱合体で ある胆汁酸3一 グ リコシ ドの酵素水解 に吟味を加 え,Eoo泥 由来 の酵素 が そ の
掴 水分解 に最 も適 して いる ことを明 らか に した。
以上,本 論文は各種異常胆汁酸を合成 し,そのクロマ トグラフ的挙動をはじめとする諸性質を明 らかに
した ものであ り,博士(薬 学)の 学位論文 として合格と認める1
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